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第1章 序
論 文 内 容 要 旨
論
生理的食塩水(0.9%NaGI溶 液)は,体 液成分(特 に血漿)と 等 張 にな るように
作製 され た食塩水で,摘 出 した器官,組 織を生か して お くための媒液 と して,あ るい
は,輸 液,補 液,注 射剤の基 剤 と して医学,生 物学 の分野で広 く用い られ,微 生物学
の分野 において も洗糠液,懸 濁液 と して用 い られてい る。 この様に浸透圧的 に等張で
あることか ら生体 に与 え る影響が,最 も少 ない ものの一 つ と して広 く受 け入 れ られて
きた。いわゆ るnutrientbrothに は,習 慣的に0.8%のNaOlを 加え るが,そ の意義
は不明確 であ る。 それは,一 般 に微生物が浸透圧の変化 に鈍感 であ るといわれ るか ら
で,塩 溶液が,菌 体の生理 に及ぼす影響を研究 した例は少ない。'
1969年,飯 島,池 田は,枯 草菌,大 腸 菌を主 に0.9%食 塩 水の影響を検討 した結
果,致 死作用を持つ ことを は じめて明 らか に し注 目され た。 その後,佐 藤,高 橋 らは,
大腸菌 における0.15M(約0.88%)NaCl溶 液 による死 滅 現 象を検 討 しその概略を,
Fig1の 模式図の ように明 らか に した。 即 ち,α15MNaCi-Trisbuffer中 では,
大腸菌 は,仮 死的状態 にな り,0.01MTrisbufferに 移行 した段 階で急激 に不可逆 的
障害を受 け,致 死的状態 に陥 る と推定 し,こ の死滅 には,Mgイ オンの菌体外漏出が重
要 な関連 を持 つ ことを示唆 した。
本研究 は,0.15MNaCl溶 液によ る大腸 菌の死 滅機構を明 らかにす ること を最 終
目的 と した。
本研究に より,0.15MNaC1-Trisbuffer処 理 によ るDNAの 障害 が明 らか とな
った。 その障害機 構を比 較検 討す るためDNA障 害 因子 を検索 した ところ,CoCl2に
顕 著なDNA単 鎖切断作用があ ることを は じめて見い出 した。Coは,ビ タ ミンB12
及 び関連補酵素の構成成分 と し,必 須成分であ るが,そ の比 較的高濃度 におけ る毒 作
用 と しては,蛋 白質合成 の阻害,Mg+のtransportの 阻害 な どが報告 され,生 物学
的作用 として は,F因 子 の除去作用が報告 されてい るが,こ れ らの少 な くとも一部は
DNA障 害 と関係す る可能性が ある。
α15MNaCl溶 液 によるDNA障 害,C・CI、 によるDNA障 害を比較検討すること
よ り,細 胞 障害 に おけるDNA障 害 の意義,そ して障害機構の解明を試み た。
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第2章 0.ユ5M:NaCl溶 液 に よ る致 死 条 件 の 検 討
0.15MNaC1溶 液 に よ る 致 死 条 件 を 検 討 し た結 果,0.15MNaC1一 望risbuffer中,
30℃ で 保 温 し た 後,希 釈 に 用 い る緩 衝 液 の 濃 度 を 変 化 させ た と こ ろ,そ の 濃 度 落 差 に
生 菌 数 の 減 少 が 依 存 して い る こ とが 明 らか に な り(Fig2),こ の 生 菌 数 の 減 少 は,
sucroseosmoticshockと1ま 異 な る 性 質 を 示 す と こ ろ か ら,0.15MNaOl溶 液 に よ る
死 滅 現 象 は,NaGl-Osmoticshockと 呼 ぶ の が 妥 当 で あ る こ とが 示 さ れ た 。
第3章 NaCl-Osmoticshockに よ っ て 誘 発 され る
溶 菌 現 象 及 び 死 滅 と の 関 連 性
NaCi-Osmoticshockに よ って 溶 菌 が 誘 発 さ れ る こ と が 示 され た:。 こ の 溶 菌 は,温
度 依 存 性 で あ る こ と,Osmoticshockに よ るburst(Osmoticshock後 の 非 温 度 依 存
性 の 溶 菌)の 程 度 は 小 さ い こ と か ら,NaCl-Osmoticshockに よ るAutolysinの 活 性
化 の 結 果 と 推 定 さ れ た 。
ま た,NaCl-Osmoticshockに よ る死 滅 は,溶 菌 現 象 に よ っ て 説 明 で き ず,他 の 致
死 因 子 が 存 在 す る こ とが,次 の 実 験 結 果 に よ って 示 さ れ た 。
DM9什,Mn昔,Ca昔 は.NaCl-Osmoticshockに よ る 溶 菌 を 著 し く阻 害 す る が,
生 菌 数 の 減 少 へ の 保 護 効 果 は,M寒 彗 に み られ,他 の 金 属 に は 見 られ な い 。
lDNaCl-Osmoticshockに よ る生 菌 数 の 減 少 は,NaGl処 理 の 時 間 に 依 存 す る が,
溶 菌 は 必 ず し も依 存 しな い 。
liDNaCl処 理 後,低 温 下 で 希 釈,静 置 す る と溶 菌 は 認 め られ な い が,生 菌 数 は 依 然




30℃ で保温す るとその時間 に依 存 して,
紫外部吸収物質の菌体外漏出が起ることが認め られ,佐 藤 らの報告を確認 した』
放射性物質で標職 した菌体を用いて,菌 体外に漏出した紫外部吸収物質を検討 した
結果,RNAの 崩壊産物が主であることが推定 された。また,蛋 白質め菌体外漏出も
認められた。
第5章 「NaClに よ り誘 発 され るRNAの 崩 壊 と
NaCl-Osmoticshockに よ る死 滅 と の 関 連 性
大 腸 菌 を,0.15MNaCl-Trisbuffer中;30℃ で 保 温 す る と,20～30分 後 か ら
RNAが 崩 壊 す る こ と が 示 さ れ た 。 こ のRNA崩 壊 は,invivo,invitroの 反 応 系 に
お い て,M9+の 添 加 に よ っ て 著 し く阻 害 さ れ る(Fig3)。 従 っ て,NaClに よ るM9升
の 菌 体 外 漏 出 と密 接 に 関 連 して い る と 考 え られ る 。
NaC1に よ るRNA崩 壊 に 関 与 す る 酵 素 は,RNA崩 壊 産 物 と して,馳5'一mononucleo
tideで は な く,3Lmononucleotideの み 検 出 さ れ た こ と,RNaseIを 欠 くE・c・lllQ
13に お い て,NaClに よ るRNA崩 壊 は み られ な い こ と か ら,RNaseIと 推 定 し た 。
RNaseIは,periplasmic酵 素 で あ り,periplasmic酵 素 が 遊 離 さ れ る方 法 で 分 離 した
り,リ ボ ソ ーム のNaCIに よ る 崩 壊 は,一 般 の 方 法 で.分 離 した 慧 リボ ソー ムの それ に比 較
し 著 し く低 下 して い る こ とか ら,NaCI処 理 に よ ってRNaseIが,periplasmicspace
か ら原 形 質 内 に 移 行 し,リ ボ ソ ー ム に 吸 着 し不 活 性 化 さ れ る こ と な く,RNAを 崩 壊 す
る'と推 定 し た 。
RNaseIを 欠 くE・60〃Q13が,NaClに よ るRNA崩 壊 は み られ ず,NaCl一
』
Osmotic-shockに 耐 性 を 示 す こ とか ら,RNAの 崩 壊 が,NaC1-Osmoticshockに よ
る 死 滅 と 関 運 して い る 可 能 性 が あ るが,RNAは 再 合 成 が 可 能 な こ と,RNA崩 壊 か 起 る
の は,菌 に と っ て は 仮 死 的 な 時 期 で あ る こ と か ら,直 接 の 致 死 因 子 で あ る と は 考 え に
く く,他 の 障 害 と 結 び つ い た 時 に死 滅 の 原 因 と な る 可 能 性 が あ る 。
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第6章NaC1処 理 に よ る りん脂質 の組成 変化
大 腸 菌 を0。15MNaGl-Trisbuffer中,30℃ に 保 温 す る と,ご く短 時 間 の う ち に,
り ん 脂 質 の 組 成 変 化 が 認 め られ た(Fig4)。
大 髄 の りん 脂 質 の 組 成 は ・・h・・ph・・idyl・ ・han・@・ ・(pE8・%)・ph・sph・ ・id・l
ghycerol(PG,15%),態rdblipin(CL,5%)か ら成 る こ と が 知 られ て い る が,
120分 間 のNaCl処 理 に よ っ て,PG,7.5%CL,16.5%と,PGとCLの 組 成 比
が 逆 転 し た 。
NaGlに よ る りん 脂 質 の 崩 壊 が み られ な い こ と,PEは,ほ ぼ 一 定 で あ る こ と,Mg+
を 添 加 して も りん 脂 質 の 組 成 変 化 は 起 る こ と,0.001MEDTAあ る い は0.3Msucrose
で 処 理 して もPGとGLの 組 成 比 は 逆 転 しな い こ と な ど か ら,NaOlに よ り1ミardi歯
じ
1ipinsynthetaseが 活 性 化 され,PGのCLへ の 転 化 が 起 った と 推 定 した 。
第7章NaCI-Osmoticshockに よ るDNA障 害 と死 滅
と の 関 連
NaCl-Osmoticshock後,薫 糖密度勾配遠心法 によ ってDNAを 分析 した結果,中
性 で はDNAの 沈降パ ターンには変化が み られ ないが,ア ル カ リ性薫糖密度勾配遠心
で は,DNAピ ー クの低分子側 への移行 が認 め られ た(Fig5)。 この結果,NaC1
処理 によ ってDNAに 単鎖切断が誘発 す ることが示 され た。
このDNA単 鎖切断 は,Mg+を 含む緩衝液 あるいは3XD培 地で培養す ると修 復 さ'
れ るが.NaCl-Osmoticshock後 は,上 記の処理 を行 って もDNA単 鎖切断の修復 は
認 め られ なか った。
また,0.15MNaCI-Trisbuffer中,30℃ で保温 する ことによって,DNAが,
DNA一 膜複合体か ら遊離す ることが示 され(Fig6),NaCl処 理 によってDNAと
細胞膜 の結合が,極 めて不安定化 して いることが推定 された。
一方 ,DNA合 成活性が,NaCl-Osmoticshock後,急 激 に低下 してい ることが示
された。
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以 上の実験結果 よ り,DNA障 害が,NaCl-Osmoticshockに よる死 滅に おいて,
重要 な致死因子で ある可能性 が考 え ら弟 た。
種 々のDNA修 復系を欠 く変異株 のNaCl-Osmoticshock感 受性 を比較検 討 した
結果(Table1),NaC1=Osmoticshockに よるDNA障 害の修 復系は,DNApoly虻
蹟eraseI,DNAli朗seに よる修復か組み換え修復(重 復 して いる可能性があ る)に 依
存 して いる ことが示 され,修 復系か ら推定 され るDNAの 障害 は,DNA単 鎖切断 と
考 え られ,前 記 の実験 結果を支持 した。
第8章CoCl2に よ るDNA障 害
大腸菌 を5mMCoC12で 処理す る と,DNA単 鎖切断を誘発す る ことが,蕪 糖密度
勾配遠心法 によ り,DNAを 分析 した結果,示 され た(Fig7)。
このOoCl2に よるDNA単 鎖切断 は,定 常期 の菌体で は全 く認め られず,生 菌数で
見 たCoCl2感 受性 も著 しく低下 して いた。 この結果,CoCl2に よるDNA障 害 が,
致死因子 と して重要で ある可能性が示 され た。
eudonucleaseIを 欠 くε ・60〃D110は,親 株で ある8・oo"P3478と 同様,CoCl2
によ りDNAが 単鎖切断を起 す ことが示 され,CoC12に よるDNAの 単鎖切断の誘発
には少 な くともeudonucleaseは 関与 しない と推定 した。
DNA修 復 系を欠 く種 々の突然変 異体 のCoCl2感 受性 を比較検討 した結果(Table
2),CoCl2に よるDNA障 害 の修 復系は,DNApolymeraseI,DNAligaseに よる
修 復か組 み換 え修復(重 復 してい る可能性 があ る)に 依 存 してい ることが示 され,修
復 系か ら推定 され るDNA障 害 は,DNA単 鎖切断 と考え られ,前 記 の実験結果 を支
持 した。
第9章 要 約
本研究 の結果,大 腸菌 におけるNaCl-Osmoticshockに よる死滅機構を推定す る
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と次の様になる。
大腸菌を α15MN自Cl-Trisbuffer中,30℃ で保温す ると,直 ちにMg+の 菌体
外漏 出,あ るいは,り ん脂質の組成 変化 が起 り,生 体膜 に構造的機能的変化が起 る。 そ
の二次障害 と して,RNaseIが,perφlasmicspa㏄ か ら原形質 内への移行が起 るが,
Mg+の 濃度が低下 しているために リボソームに吸着 し,不 活性化 され る ことな くRNA
を崩壊す る。 また,DNAと 細 胞膜 との結合 が極 めて不安定化 し,一 部 のDNAが,
細胞 膜か ら遊離す る。一方,DNAに は単鎖切断が誘発 され る。
以上の様 な諸障害が起 り,菌 は きわめて不安定 な生理状態 にあるが,こ の段階で は,
生菌数 の低下が認 め られず,全 て可逆 的障害 である。 しか し,Osmoticshockに よ っ
て,DNA障 害 の修復 が困難 になる,あ るいはDNA合 成活性が急激 に低下す るなど
にみ られ るよ うに,諸 障害 の不可逆化,あ るいは協 同作 用の結果,菌 め正常 な機能が
保持で きな くな り,溶 菌が誘発 す るな ど して,死 滅 に至る もの と推定 され た。
NaCl-Osmoticshock・ において,重 要な致死 因子である可能性 を持 つDNA障 害
を,CoCl2に よるDNA障 害 と比 較 した。 両障害 とも,DNA単 鎖切断で あ り,そ の
修復系 は,DNApolymeraseI,DNAIigaseに よる修復系 か組 み換 え修復(重 復 して
いる可能性 がある)に 依存 して いることな ど,そ の現象的共通性 を指摘 した。
今後,細 胞障害 における・DNA障 害 の意義,あ るいは,DNA障 害機構 め解明 に発





















































































































































































































































































審 査 結 果 の 要 旨
生 体体 液成 分 と等張 な0.15Mの 食塩 水 に大 腸 菌を浮遊 させ,こ れ を0.OlMト リス緩 衝 液 に移 行
させ る と,急 激 に 生 菌数 が減 少 す る こ とは す でに 知 られ て い たが,本 論 文 は この 死 滅機構 を研究 した
もの で あ る。
著 者は まず,食 塩 処理 した 菌体 を移 行 させ る緩 衝 液 の濃 度 と生 残率 との関 係 を調 べ た結 果,こ の 死
滅現 象 は滲 透圧 の 急 激な 変化 に依 存す る こ とを示 し,従 ってNaCl-osmoticshockと よぷ こ とを提
案 した。 つ い で この 処理 に よ り溶 菌が 誘発 さ れ る こ とを認 め,Mgイ オ ンを 稀釈 緩 衝液 に添 加 す る と
溶 菌が お こ らな い こ とを示 した。 生 菌 数の 減 少 と溶 菌 との 関係 か ら,こ の溶 菌 は死 滅の 主 原因 では な
い と結 論 した・ 次 に 食塩 処理 を行 な う とRNAの 崩壊 が お こる こ とを 認め,崩 壊産 物 の分 析,変 異株
に よる検 討,及 び 粗 リボ ソ ームの 食塩 処理 に よるRNA崩 壊 の 実験 か ら,食 塩 処理 に よ りペ リプラス
ミック 酵素 で あ るRNaseIが 原形 質に移 行 し,リ ボ ソー ムRNAの 崩 壊 をひ きお こす こ とを 明か
に した。RNAは 再 合成 が可 能 であ る こ と,崩 壊 のお こった 細胞 も コロニ ー形 成 能 を有 す る ことか ら,
この崩壊 そ れ 自身 が 致 死因 子 とは考 え られ な い ことを 示 した。 食 塩 処理 に よって ひ きお こされ る ご く
短 時 間 に お こ る現 象 として,著 者 は りん脂 質 組成 の変化,ホ ス フ ァチ ジル グ リセ ロール の 減少 と カル
ヂ オ リピ ン の増 加を認 め たが,こ れ は 食塩 処 理に よる カル ヂ オ リピ ン合成 酵素 の活 成 化 に よ る もの と
推定 した。 また 簾 糖 密度 勾配 遠心 法 に よ りDNAを 分 析 した 結果,食 塩処 理 に よ りDNAに 単 鎖 切断
がお こる こと,こ れ はMgイ オ ン な ど との保 温 に よ り修復 され るが,osmoticshock後 には もはや
修復 は見 られな い こ と,ま た 食塩 処理 に よ ってDNAと 細 胞 膜 との結 合 が 不定 定化 す る こ とが 示され
た・ この よ うな実 験 か ら,DNAの 障害 がNaC1-osInoticshockに よ る死 滅 の重要 な 致 死因子 で
あ る と考 えた。 種 々のDNA修 復 系 を 欠 く変 異株 を用 いて 食塩 シ.ッ ク に付 す る感受 性 を 調べ た結 果,
DNAの 修復 はDNAポ リメ ラー ゼ1お よびDNAリ ガー ゼ に よる 修復 また は組 み換 え修復 系 に 依存
す る こ とを 明か に した。 最後 に著 老は 食塩 類 似の 作 用 のあ る金属 イ オ ン と してCoに 注 目 し,こ の 処
理に よ りDNAに い ちぢ る しい単 鎖切 断 が お こる こ とを 初 めて 明 かに した 。
以上 の よ うに本 論文 は い くつ か の新 知 見 を 含み,微 生物 生理 学 に貢 献 す る所が 大 きい。 よって三 審
査 員 とも著者 は農 学博 士 の学 位 を 授与 され る資格 が あ る と判 定 した・
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